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摘 要 : 以 ' 贵 长 "猕猴桃 叶 片 为 外 植 体 ， 直 接 脱 分 化 产生 不 定 芽 ， 并 对 不 定 芽 增 殖 以 及 生 
根 体系 进行 优化 ,建立 了 其 高 效 直 接 再 生体 系 。 结 果 表 明 ， 叶 片 在 MS+4.0 mg/L 6-BA+0.4 
mg/L NAA 培养 基 中 ， 不 定 芽 诱导 率 达 95.8 %， 平 均 出 芽 数 达 15.7 个 /叶片 ; PEFFE 
MS+3.0 mg/L 6-BA+0.3 mg/L NAA+0.2 mg/L GA; 培 养 基 中 ， 增 殖 率 达 100 %， 且 1 一 6 代 
平均 繁殖 系数 达 8.15; 不 定 芽 先 在 添加 1.0 mg/L IBA 的 1/2 MS 固体 培养 基 中 诱导 7d， 然 
后 再 先后 在 1/2 MS 固体 培养 基 和 充分 吸附 1/2 MS 培养 液 的 珍珠 岩 中 各 培养 14 d, 生根 率 
ik 98.61 %， 且 根系 发 育 良 好 ; SO 株 试管 苗 移 栽 到 以 珍珠 岩 和 田间 土壤 (其 体积 比 为 1:4) 
为 基质 的 营养 钵 中 ，2 周 后 成 活 49 株 ， 成 活 率 达 98 %。 该 研究 成 功 建立 了 ' 贵 长 ' 猕 猴 桃 
叶片 高 效 再 生体 系 ， 该 方法 不 定 芽 诱 导 周 期 短 ， 出 芽 率 高 且 数 目 多 ， 不 定 芽 增殖 系数 大 ， 
生根 率 高 且 试 管 苗 根系 发 达 ， 为 ' 贵 长 猕猴桃 离 体 快速 繁殖 和 遗传 转化 商定 了 基础 。 
关键 词 :“ 贵 长 "猕猴桃 ， 叶 片 ， 不 定 芽 ， 植 株 再 生 


Establishment of High Frequency Regeneration via Leaf Explants of 
*Guichang' Kiwifruit (Actinidia chinensis) 
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Abstract: A high efficient in vitro regeneration system was developed from leaf explants 
of *Guichang' Kiwifruit (Actinidia chinensis) and the multiplication coefficient and rooting rate 


of adventitious buds was also optimized. Results revealed that the adventitious buds developing 


T 


第 一 作者 简介 : 赵 许 朋 (1982-)， 男 ， 博 士 ， 主 要 从 植物 生物 技术 研究 。E-mail: (zhaoxupeng666(2163.com) 

基金 项 目 : 贵州 省 教育 厅 重 点 项 目 ( 黔 教 合 KY 字 [2015]382 号 ); 贵州 省 科技 厅 联 合 基 金 项 目 ( 黔 科 合 LH 字 [2015]7310 
SO: 贵州 省 一 流 大 学 建设 项 目 : 一 流 师资 队伍 一 生物 学 教学 团队 (2017158322)， 贵 州 省 大 学 生 创 新 创业 训练 计划 一 
般 项 目 ( 编 号: 201610976005) 

“通讯 作者 ， 电 子 邮箱 : gyly68@sina.com 


directly from leaf explants were noticed after 30 d of culture. The maximum regeneration 
frequency of adventitious buds is 95.8 % and 15.7 shoots was observed in each leaf explants 
when MS medium was supplemented with 4.0 mg/L 6-BA-0.4 mg/L NAA. The optimal culture 
medium for bud proliferation is MS*3.0 mg/L 6-BA-*0.3 mg/L NAA+0.2 mg/L GA; and the 
proliferation coefficient reached 8.15 in every subculture during 1 to 6 subcultures. On the 
rooting medium with 1/2 MS-1.0 mg/L IBA for 15 d, the adventitious plantlets were 
successively transferred into agar power and matrix perlite supplied with 1/2 MS liquid medium 
for 15 d and 95.83 % of them rooted and the roots were also heavy and strong very much. 49 
out of 50 plantlets (99 95) survived acclimatization in the greenhouse after transplanting them to 
the Mixed matrix of pearlite and soil ( 1:4) for two weeks. In conclusion, a highly efficient 
regeneration protocol via leaf explants of 'Guichang' Kiwifruit was successfully established 
and it may provide theoretical and technical guidance for micropropagation and genetic 
transformation studies of *Guichang'" kiwifruit. 

Key words: 'Guichang' kiwifruit (Actinidia chinensis), leaves, adventitious buds, plant 


regeneration 


IARE RRE} Actinidiaceae Hutch? 猕猴 桃 属 (Actinidia Lindl.) Z FERSK 
树 ， 在 我 国 发 现 最 早 ， 其 种 群 数 量 、 分 布 范围 均 为 世界 之 首 ， 故 有 “猕猴 桃 故乡 ”之 称 目 。 
猕猴 桃 果实 富 含 维生素 C、 多 种 矿质 元 素 及 膳食 纤维 ， 有 “水 果 之 王 ” 的 美誉 中。 ' 贵 长 
猕猴 桃 系 中 华 猕猴 桃 优 良品 种 外 ,是 贵州 省 培育 出 的 猕猴 桃 新 品种 ，1990 年 开始 在 黔 北 地 
区 引进 ， 其 单果 重 可 高 达 130 g， 含 糖 量 可 高 达 0590, HORSCH WEG C. WA MU 
KEk FEMELA. HERO, RINES, RAAR FAR MERER, R 
消费 者 喜爱 ,不仅 如 此 ， 该 品种 在 生产 上 也 表现 出 很 好 的 丰产 性 能 ， 具 有 和 良好 的 经 济 效益 
和 应 用 前 景 B。2011 年 9 月 “ 贵 长 ”猕猴 桃 被 国家 质 检 总 局 发 布 认定 为 国家 地 理 标志 保护 
产品 由。 然而 ， 猕 猴 桃 雌雄 异 株 ， 种 子 繁殖 易 造 成 良种 退化 品 ， 故 限制 了 良种 推广 四。 同 
时 ， 猕 猴 桃 在 栽培 过 程 中 容易 发 生 演 疡 病 等 病害 中 ， 每 年 因 江 疡 病 等 造成 的 减产 高 达 
20 94181, 

植物 组 织 培养 技术 ， 具 有 克服 有 性 繁殖 造成 的 品种 退化 和 实现 苗木 大 量 繁殖 的 特点 


83， 此外， 高 效 稳定 的 再 生体 系 还 是 植物 基因 工程 育种 的 基础 号 二 ， 而 植物 基因 工程 育 
种 可 为 植物 病害 防治 提供 一 条 新 的 路 径 053。 在 植物 组 培 中 ， 外 植 体 可 经 愈 伤 组 织 诱导 和 不 
定 芽 分 化 产生 再 生 芽 M9， 也 可 由 外 植 体 不 经 愈 伤 组 织 直接 再 生 不 定 芽 nM。 前 者 分 化 不 定 
芽 周 期 长 ， 且 易 发 生变 异 ;， 后 者 分 化 不 定 芽 周期 短 ， 变 异 率 低 ， 是 恨 好 的 植株 再 生 及 遗传 
转化 体系 0 四 。 目 前， 关于 狂 猴 桃 离 体 繁殖 已 有 一 些 报道 0929, 但 直接 再 生 的 研究 较 少 、 再 
生 频 率 较 低 中 I， 而 关于 “ 贵 长 ”猕猴 桃 的 离 体 再 生 尚 无 报道 。 本 试验 以 “ 贵 长 ”猕猴 桃 叶 
片 为 外 植 体 ， 建 立 高 效 直 接 再 生体 系 ， 为 其 离 体 快 紧 及 抗 病 基因 工程 育种 葛 定 基础 。 


1 材料 与 方法 
1.1 实验 材料 


实验 材料 为 ' 贵 长 猕猴桃 (Actinidia chinensis cv.'Guichang') 幼 嫩 叶片 ， 采 集 于 贵州 
修文 谷 堡 乡 猕猴 桃 基地 。 
1.2 实验 方法 
1.2.1 叶片 外 植 体 的 获得 

取 ' 贵 长 "猕猴桃 叶片 ， 洗 净 , 用 75 % 乙 醇 消 毒 40 s， 然 后 再 用 0.1 % HgClo 消毒 9 min, 
用 无 菌 水 冲洗 3 一 4 次， 修剪 〈 约 1 cmxl cm)， 备 用 。 
1.2.2 诱导 不 定 芽 

将 “1.2.1” 中 得 到 的 外 植 体 接种 至 含有 不 同 配 比 植物 生长 调节 剂 的 培养 基 上 ， 预 培养 
(上 暗 培养 ) 28 d， 然 后 转 入 光照 条 件 下 ， 继 续 培 养 14 d 后 统计 不 定 芽 数量 和 诱导 率 。 
1.2.3 不 定 芽 增殖 培养 

选取 长 0.5 一 0.8 cm 左右 的 不 定 芽 ， 接 种 至 不 定 芽 增殖 培养 基 上 ，42 d 后 统计 不 定 芽 
数目 ， 并 按照 增殖 后 芽 个 数 /接种 芽 数 的 比例 关系 计算 增殖 系数 ， 并 对 不 定 芽 1 一 6 代 的 增 
殖 情 况 进 行 了 研究 。 
1.2.4 不 定 芽 生根 培养 

选取 长 2 一 3 cm 的 新 生 芽 ， 接 种 至 含有 IBA 的 1/2 MS 固体 培养 基 中 ( 表 3)， 预 培养 
7 d， 然 后 将 经 过 预 培养 的 不 定 芽 转移 至 12 MS 固体 培养 基 中 进行 生根 培养 ，14 d 后 统计 
生根 率 、 平 均 根 数 ( 根 总 数 / 接 种 芽 数 )、 平均 根 长 ( 根 总 长 度 / 根 总 数 )。 然 后 将 无 菌 苗 ( 含 


有 根系 ) 转 入 以 珍珠 岩 为 基质 的 1/2 MS 培养 基 中 促进 根系 发 育 ，14 d 后 检查 根系 发 育 状 
况 并 用 于 移 栽 。 
1.2.5 组 培 苗 移 栽 

对 根系 发 育 良好 的 组 培 苗 进 行 炼 苗 ， 采 用 逐渐 打开 组 培 瓶 瓶 盖 的 方式 炼 苗 1 周 ， 取 出 
组 培 苗 ， 洗 净 其 根系 ， 然 后 移 栽 至 装 有 珍珠 岩 和 田间 土壤 (体积 比 为 1: 4) 的 培养 钵 中 ， 
每 天 适量 浇 水 ，14 d 后 统计 移 栽 成 活 率 。 

本 试验 均 在 无 菌 条 件 下 进行 ，MS 或 12 MS 培养 基 〈 添 加 琼脂 8 g/L, HESS 30 g/L, 
pH 5.85); 光照 : 4 500 lx (16 b/d), WJ: (2522) 'C。 不 定 芽 分 化 培养 基 见 表 1; 不 定 
芽 增 殖 培养 基 见 表 2， 生 根 培 养 基 见 表 3， 以 上 每 种 培养 基 均 设置 三 次 重复 。 不 定 芽 诱导 
的 前 28 d 为 暗 培养 ， 其 余 阶 段 为 光照 培养 。 


由 | 


2 结果 与 分 析 
2.1 植物 生长 调节 剂 对 叶片 不 定 芽 再 生 的 影响 


叶片 接种 后 , 14 d 左右 叶脉 开始 膨大 , 切口 部 位 开始 萌动 , 叶脉 切口 处 分 化 最 为 明显 ， 
并 伴 有 微量 愈 伤 组 织 分 化 (图 1); 21 d 左右 出 现 芽 点 ，28 天 左右 有 明显 的 叶 点 分 化 ， 呈 
黄色 (图 2)， 可 能 是 由 于 瞳 培 养 条 件 下 叶片 无 法 合成 足够 的 叶绿素 的 原因 ; 上 暗 培 养 28 天 
后 ， 转 入 光照 下 培养 ， 不 定 芽 继 续 分 化 并 迅速 伸 长 ，14 d 后 统计 结果 ， 芽 点 由 黄色 发 育 为 
浅 绿色 〈 图 30: 统计 结果 显示 ， 经 过 分 化 培养 ，As、Asg 培养 基 分 化 率 最 高 ， 达 到 95.8 %， 
然而 ， 与 Ae (83.3 9). As (87.5%) DEAA CPX0.050 CE 1); 但 是 ， 从 平均 芽 数 
来 分 析 ，A5s、A6、As、A% 培 养 基 的 平均 芽 数 分 别 为 13.7、10.3、11.3、10.0 个 /叶片 ， 显 然 ， 


表 1 植物 生长 调节 剂 对 “ 贵 长 ”猕猴 桃 叶片 分 化 不 定 芽 的 影响 


Table 1 Effects of plant growth regulators on dedifferentiation of buds from leaves of 


‘Gui chang’ Kiwifruit 


3 L1 L^. 3E 二 J po H EH % (个 ) 出 芽 率 /% kA + r 
编号 植物 生长 调节 剂 /mg/L Hika HAWAA LARA o PSFK 
No. Plant growth regulators No. of leaves buds formiatiön adyentiticusbüds Average No.of buds 
A1 6-BA 3.0*-NAA 0.2 24 9.3 士 0.88d 37.5+4.17f 3.7+0.33d 

A2 6-BA 4.0+NAA 0.2 24 10.7+1.20d 45.8+6.36ef 7.3+0.67c 

As 6-BA 5.0*-NAA 0.2 24 15.0x2.08c 62.5x8.67de 4.3x0.67d 

A4 6-BA 3.0*NAA 0.4 24 16.0x1.73bc 66.7+7.22cd 10.7+1.45b 

As 6-BA 4.0+NAA 0.4 24 23.0+1.00a 95.8+4.17a 15.7+0.88a 


A6 0-BA 5.0+NAA 0.4 24 
A7 6-BA 3.0+NAA 0.6 24 
As 6-BA 4.0+NAA 0.6 24 
A» 6-BA 5.0*NAA 0.6 24 


19.7 土 1.20ab 83.3+4.17abc 
16.3+1.76bc 70.8+4.81bcd 
23.0+0.58a 95.8+2.41a 

21.0+1.53a 87.5+6.36ab 


10.3 土 
11.0 土 


0.88b 
1.25b 
1.20b 
0.58bc 


11.34 
10.0 


As 培养 基 平均 芽 数 最 多 ， 方 差分 析 显 


示 As 培养 基 与 其 


它 培养 基 有 显著 差异 。 因 此 ， 在 本 


研究 中 , “ 贵 长 猕猴 桃 叶 片 再 生 不 定 芽 的 最 佳 培 养 基 为 As, 即 MS+4.0 mg/L 6-BA+0.4 mg/L 


NAA. 


2.2 植物 生长 调节 剂 对 不 定 芽 增殖 的 影响 


将 新 分 化 的 不 定 芽 接种 至 不 同 的 增殖 塔 养 基 中 进 


# 行 增殖 培养 ， 


14 d 左右 开始 有 新 芽 点 


萌动 , 其 中 Bs、B3、Be 增 殖 效 果 最 好 , 增殖 率 高 达 100 %, B4 培 养 基 最 差 , 增殖 率 为 61.1 %， 


但 是 方差 分 析 显 示 Bo. Bs. Bs Bg? 


首 确 率 无 显著 差异 (P 志 0.05)， 说 明 ' 


贵 长 ”猕猴 桃 


不 定 芽 在 一 定 配 比 的 6-BA 和 NAA 刺激 下 ， 较 容易 发 生 增 殖 现象 ， 且 增殖 效果 良好 ; 为 


了 促进 


新 生 芽 迅速 生长 并 呈现 簇生 状 (图 


代 增 殖 研 究 ， 对 实验 结果 进 


新 生 芽 的 快速 生长 , 在 增殖 培养 基 中 添加 了 一 定 浓度 的 GA, 经 过 一 


6 代 平 均 增 殖 系 数 最 高 〈8.15 )， 
盛 ( 图 4)。 因 此 , 在 本 研究 中 , B2 培养 


GA; 为 “ 贵 长 ”猕猴 桃 不 定 芽 增殖 的 最 佳 培 养 基 。 


基 ， 


表 2 植物 生长 调节 剂 浓度 ' 贵 长 ;猕猴桃 不 定 芽 增殖 的 影响 


Table 2 Effects of plant growth regulators on multiplication of adventitious buds of ‘Gui 


段 时 间 的 培育 ， 
4)( 表 2), 不 定 芽 长 度 在 2 cm UE, Hm 4 EB] Sd, 
有 利于 单 株 的 分 离 及 后 期 不 定 根 的 诱导 。 在 研究 过 程 中 ,作者 还 对 新 增殖 不 定 
行 统计 分 析 表 明 〈 表 2)， 在 不 同 


与 其 它 培 


芽 进 行 了 继 


兽 殖 培养 基 中 ，B: 塔 养 基 1 一 
基 配 方差 异 显著 〈P 科 0.05)， 且 不 定 芽 生 长 旺 
EU MS+3.0 mg/L6-BA 4-0.3 mg 人 LNAA 十 0.2 mg/L 


chang’ Kiwifruit 
"— 各 代 繁 殖 系 数 / 倍 平均 增殖 倍 
编号 植物 生长 调节 剂 /mg/L 首 殖 率 /% Propagation coefficients in clonal generations 数 Average 
: Multiplied /Ti s 
No. Plant growth regulators rate/% imes multiplied 
° 1 2 3 4 5 6 times 
Bı 6-BA 2.0+NAA 0.3+GA30.2 73.6+3.67b 2.11 2.07 2.00 1.89 1.88 1.97 1.99 +0.03e 
B2 6-BA 3.0+NAA 0.3+GA3 0.2 100+0.00a 8.14 822 8.17 8.29 8.03 8.03 8.15 +0.04a 
B; 6-BA 4.0*NAA 0.3+GA3 0.2 100Æ0.00a 5.36 5.40 5.38 5.44 5.25 5.23 5.34 3: 0.03d 
B4 6-BA 2.0+NAA 0.6+GA3 0.2 61.1 +3.67b 1.76 179 1.72 1.86 1.78 1.76 1.78 +0.02f 
Bs 6-BA 3.0+NAA 0.6+GA3 0.2 95.8+2.4la 5.68 5.67 5.53 5.75 5.60 5.60 5.64 3- 0.03c 
Bs 6-BA 4.0€NAA 0.6+GA3 0.2 “100 士 0.00a 621 6.22 6.06 6.19 5.97 6.14 6.13 + 0.04b 


2.3 不 定 芽 生 根 与 试管 苗 移 栽 

用 含有 不 同 浓度 IBA 的 1/2 MS 固体 培养 其 ( 表 3) 进行 刺激 ， 然 后 将 经 过 生根 刺激 
的 无 菌 苗 转移 至 1/2 MS 固体 培养 基 中 进行 生根 ， 最 后 转 入 壮 根 培 养 基 中 进行 新 生根 系 增 
殖 。 经 过 IBA 刺激 的 不 定 芽 迅速 生根 ， 随 着 IBA 浓度 的 增加 ， 生 根 紊 、 平 均 根 数 和 根 长 
均 呈 现 增加 趋势 ， 当 IBA 浓度 为 1.0 mg/L 时 ， 生 根 率 最 高 ， 达 到 98.61 96, 平均 根 数 最 高 
为 5.31 条 ， 平 均 根 长 为 0.81 cmCs 根 长 与 C3、C4、Cse 无 显著 差异 )， 然 而 当 IBA 浓度 超 
过 1.0 mg/L 时 ， 其 生根 率 、 平 均 根 数 和 根 长 呈 下 降 趋势 ， 这 可 能 是 较 高 浓度 的 IBA dU 
了 根 的 萌发 作用 ; 将 经 过 Cs 培养 基 刺 激 且 已 生根 的 组 培 苗 转 入 含 1/2 MS 液体 培养 基 的 珍 
珠 岩 基质 中 进行 根系 的 增殖 ， 结 果 显示 , 无 菌 苗 在 壮 根 培养 基 中 生长 旺盛 ， 根 的 长 度 、 数 
量 明显 增加 ， 且 有 侧根 增殖 ，14 d 后 增殖 形成 庞大 的 根系 (图 5)， 发 达 的 根系 有 利于 提 
高 组 培 苗 的 移 栽 成 活 率 。 因 此 在 本 试验 中 ，'“ 吐 长 ”猕猴 桃 不 定 芽 生根 的 最 佳 方法 是 : 在 
1/2 MS+1.0 mg/L IBA 固体 培养 基 中 刺激 生根 , 然后 再 依次 转 入 1/2 MS 固体 培养 基 及 含有 
1/2 MS 液体 培养 基 的 珍珠 岩 基 质 中 进行 根系 的 诱导 及 增殖 ， 可 以 得 到 质量 较 高 的 根系 。 

选取 经 过 根系 增殖 培养 的 组 培 苗 50 株 进行 移 栽 实验 , 采用 逐渐 打开 瓶 盖 的 方式 炼 苗 ， 
7d 后 取出 组 培 苗 ， 洗 净 其 根系 ， 移 栽 至 装 有 珍珠 岩 和 田间 土壤 (其 比例 为 1: 4) 的 培养 
钵 中 ， 每 天 浇 适 量 水 ，14 d 后 统计 成 活 率 ， 观 察 结 果 显 示 ，50 株 组 培 苗 成 活 49 株 ， 成 活 
率 达 到 98 %， 且 生长 良好 (图 6)。 


表 3 IBA 浓度 对 ' 贵 长 "猕猴桃 不 定 芽 生根 的 影响 


Table 3 Effects of IBA concentration on rooting of adventitious buds of *Gui chang" 


EL 


Kiwifruit 

a EAE Wu T B 接种 个 定 芽 数 生根 不 定 芽 数 生根 率 /% 平均 根 数 /条 ”平均 根 长 /cm 
编号 IBA/mg" No. of adventitious No. of adventitious Rate of rooting Average No. Average length 

Media No. bud inoculated bud rooted of root of root 

Ci 0 24 10.33+0.88e 43.06+3.67e 0.78+0.12d 0.442-0.08b 

C2 0.4 24 12.00+2.31de 50.00+9.62de 1.22+0.22d 0.51+0.05b 

C3 0.6 24 15.67+1.45cd 65.28+6.05cd 2.01+0.14c 0.85+0.01a 

C4 0.8 24 20.33+1.20ab 84.72+5.0 lab 3.47+0.26b 0.86+0.01a 

Cs 1.0 24 23.67+0.33a 98.61+1.39a 5.31+0.15a 0.81+0.01a 

Ce 1.2 24 19.3340.67bc 80.5622.78bc 3.5340.10b 0.76::0.02a 


3 讨论 

猕猴 桃 是 果树 研究 者 研究 的 一 个 热点 植物 ， 具有 十 分 广阔 的 研究 和 应 用 前 景 ， 本 研究 
对 具有 国家 地 理 标志 保护 产品 的 “ 贵 长 ”猕猴 桃 外 组 织 培养 进行 了 研究 ， 建 立 了 其 叶片 高 
效 直 接 再 生体 系 。 在 已 有 的 研究 报道 中 ,国内 外 研究 者 分 别 以 茎 段 、 叶 片 、 叶 顶 等 为 研究 
对 象 所 2]， 对 猕猴 桃 的 组 织 培养 进行 了 研究 ， 然 而 ， 研 究 结 果 显 示 ， 大 多 数 存在 不 定 芽 诱 
导 周 期 长 、 再生 率 低 及 平均 芽 数 少 的 问题 , 如 中 华 独 猴 桃 的 再 生 频 率 及 有 效 芽 分 别 为 90 % 
和 4 一 8 ARRS, 美味 猕猴 桃 的 叶片 愈 伤 组 织 诱导 率 只 有 80 %P3; 红 肉 猕猴 桃 的 不 
定 芽 分 化 率 为 85.7 %H23， 平 均 芽 数 仅 为 3.70243， 狗 束 猕 猴 桃 98 d 再 生 率 仅 为 68.7 9904; 
re gp “IRE 95-2" 40 d 出 芽 率 和 出 芽 数 分 别 为 87.5% 和 4.2 个 RH， 也 有 诱导 率 较 
高 的 报道 ， 如 万 玉 猕 猴 桃 的 叶柄 及 茎 段 再 生 频 率 可 达 100 %， 平 均 芽 数 为 8— 10/18 05 28 2A 
中 91， 然而 在 该 研究 中 使 用 了 价格 昂贵 的 玉米 素 ， 必然 会 增加 组 织 培养 的 成 本 ; 进一步 分 析 
前 人 的 研究 ， 发 现 大 多 数 研 究 者 通过 对 外 植 体 的 诱导 产生 愈 伤 组 织 ， 再 由 愈 伤 组 织 分 化 不 
定 芽 ， 由 此 两 步 完 成 了 不 定 芽 的 分 化 ， 这 必然 会 导致 分 化 周期 加 长 ， 此 外 ， 在 组 织 培养 过 
程 中 ， 僵 伤 组 织 的 诱导 与 愈 伤 组 织 分 化 不 定 芽 所 用 的 调节 剂 及 其 配 比 不 完全 一 致 (;?31， 
Jt, 组 培 材 料 在 不 同 的 培养 基 中 进行 继 代 转 接 就 会 有 一 定 的 适应 期 , 这 必然 会 增加 外 植 体 
到 不 定 芽 的 分 化 时 间 ， 同 时 也 可 能 会 影响 不 定 芽 的 诱导 率 及 新 生 芽 的 数目 ;在 本 研究 中 ， 
叶片 外 植 体 在 MS+4.0 mg/L 6-BA+0.4 mg/L NAA 培养 基 中 经 过 28 天 的 培养 ， 就 能 够 实现 
不 定 芽 直 接 分 化 (图 2) ， 分 化 率 高 达 95.8 %， 平 均 不 定 芽 数 高 达 15.7/ 叶 片 ， 大 大 缩短 
了 外 植 体 到 不 定 芽 的 时 间 , 提高 了 不 定 芽 的 分 化 率 及 单个 外 植 体 的 不 定 芽 数目 ; 本 研究 建 
立 的 再 生体 系 由 于 不 经 过 僵 伤 组 织 培 养 阶段 直接 再 生 不 定 芽 , 在 一 定 程度 上 降低 了 优良 品 
种 变异 的 几率 ， 有 利于 优良 品种 的 保持 ; 本 研究 还 用 6-BA 代替 玉米 素 ， 与 赵 许 朋 等 07 
的 研究 结果 一 致 ， 在 一 定 程度 上 降低 了 “ 贵 长 ”猕猴 桃 组 织 培养 成 本 。 

不 定 芽 的 增殖 培养 可 以 实现 不 定 芽 的 大 量 繁殖 , 如 严 姜 黎 等 PC3、 刘 长 春 等 四 和 Thomas 
et al. 等 6 分 别 对 红 肉 猕猴 桃 、 金 富 猕 猴 桃 和 美味 猕猴 桃 不 定 芽 的 增殖 进行 了 研究 ， 其 增 获 
系数 分 别 为 3.7、6.5 和 4.8; 然而 ， 在 不 定 芽 增殖 研究 过 程 中 ,研究 者 普遍 对 不 定 芽 的 第 
一 代 增 殖 系数 进行 了 研究 三 10:291, 而 极 少 对 不 定 芽 连续 增殖 代数 叫 进 行 研究 , 本 研究 对 “ 贵 
K’ BEBE EX 1 一 6 代 增 殖 系 数 进行 了 研究 , 结果 表明 在 MS+3.0 mg/L 6-BA 十 0.3 mg/L 
NAA 十 0.2 mg/L GA;3 培 养 基 中 ，“ 贵 长 ′” 猕 猴 桃 不 定 芽 稳定 增殖 ， 平 均 增殖 系数 达到 8.15 


(图 4) 。 

不 定 芽 生根 培养 是 离 体 培 养 再 生 植株 必 不 可 少 的 一 个 环节 , 新 生根 的 数量 和 质量 直接 
影响 着 炼 苗 和 移 栽 成 活 率 071， 前 人 研究 结果 显示 ， 儿 猴 桃 试管 苗 较 容易 诱导 产生 不 定 根 ， 
但 是 生根 率 相对 较 低 ， 如 20 d 狗 枣 猕猴桃 生根 率 为 62.5 %P5， 中 华 猕猴 桃 伏 牛 95-2 生根 
率 为 86.67 %05， 中 华 儿 猴 桃红 肉 生 根 率 为 81.8 99051; 也 有 生根 率 较 高 的 报道 ， 如 美味 猕 
猴 桃 3 和 狗 束 猕猴 桃 史 根系 再 生 率 均 为 100 %, 但 已 有 文献 图 片 显示 ， 所 报道 的 再 生根 系 
不 发 达 ， 如 狗 囊 狂 猴 桃 根系 呈 一 侧 产 生 , 根系 数量 较 少 PR， 且 很 少 有 关于 猕猴 桃 新 生根 系 
增殖 方法 的 报道 ,不 发 达 的 根系 可 能 会 影响 移 栽 成 活 率 ， 本 研究 采用 先 用 1.0 mg/L IBA 对 
无 菌 苗 进行 诱导 ， 然 后 再 将 其 继 代 至 1/2 MS 固体 培养 基 中 进行 生根 ， 最 后 转 入 壮 根 培养 
基 中 进行 新 生根 系 增殖 的 方法 ， 取 得 了 良好 的 生根 效果 ， 经 过 根系 增殖 培养 ， 无 戎 苗 根 的 
长 度 、 数 量 明显 增加 ， 且 伴 有 侧根 的 增殖 ，14 d 左右 形成 庞大 的 根系 (图 5)， 选 取 50 株 
带 有 庞大 根系 的 无 菌 苗 进行 炼 苗 ， 并 移 栽 至 以 珍珠 岩 和 田间 土壤 〈 体 积 比 为 1: 4) 为 基 
质 的 营养 钵 中 ， 移 栽 成 活 〈 图 6) 率 达 到 98 %。 


4 结论 


在 本 研究 中 ， 叶 片 直 接 分 化 不 定 芽 的 最 佳 培养 基 为 MS+4.0 mg/L 6-BA+0.4 mg/L 
NAA, 不 定 芽 分 化 率 达 95.7. 926, 平均 芽 数 为 15.7 个 /叶片 ;在 MS+3.0 mg/L 6-BA+0.3 mg/L 
NAA+0.2 mg/L GA; 中 ， 不 定 芽 增殖 率 达 到 100 %，1 一 6 代 平 均 增殖 系数 为 8.15; 不 定 芽 
在 1/2 MS+1.0 mg/L IBA 中 诱导 7d , 再 先后 继 代 至 1/2 MS 固体 培养 基 和 含 1/2 MS 液体 
培养 基 的 珍珠 岩 中 各 培养 14 d， 生 根 率 高 达 98.61 %， 且 其 根系 发 育 良 好 ; 50 株 试管 苗 移 
栽 至 以 珍珠 岩 和 田间 土壤 (体积 比 为 1:4) 为 基质 的 营养 钵 中 ，2 周 后 成 活 49 株 ， 成 活 率 
达 98 %。 本 研究 建立 了 “ 贵 长 ”猕猴 桃 叶片 高 效 直 接 再 生体 系 ， 解 决 了 上 文中 提 和 到 的 猕 
猴 桃 组 织 培养 中 存在 的 一 些 问 题 ， 为 其 离 体 快 繁 及 抗 病 基 因 工 程 育种 黄 定 基础 。 
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图 1 一 6 ' 贵 长 猕猴桃 叶片 植株 再 生 

1. 接种 2 周 后 的 叶片 2. 不 定 芽 分 化 〈 红 色 圆 圈 标 注 为 叶片 ) 
3. 不 定 菠 光 下 培养 《红色 圆圈 标注 为 叶片 ) 4. 不 定 芽 增殖 ; 

5. 增殖 后 形成 的 发 达 根 系 ; 6. RR 2 2 周 后 的 试管 苗 


Fig. 1— 6 Plant regeneration from leaf of *Guichang" kiwifruit 

1. Leaves inoculated two weeks later 

2. Adventitious buds directly regenerated from leaves (The red part is leaf) 
3. Adventitious buds cultured in light (The red part is leaf) 

4. Adventitious buds proliferated in one subculture; 

5. Thick root system of Test Tube Plantlet; 


6. Acclimatized plantlets after transplanting to matrix soil for two weeks. 
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